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Herr Professor Dr. med. Dr. h.c. Wolf-Georg Forssmann 
in Hannover /Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Be- 
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"Cadherin derived growth factor und seine Ver- 
wendung" 
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Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wieder- 
gabe der urspriinglichen Unterlage dieser Patentanmeldung. 
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bole C 07 H, C 07 K und C 12 N der internationalen Patent- 
klassif ikation erhalten . 
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r^r^herin D<:>T-wed Gro wfH v.rt.nT und seinej^^erwendung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide (EiwexSstof- 
fe) mit zellproliferativen, zelldif f erenzierenden und/oder 
zellprotektiven Eigenschaf ten , die als Cadherin Derived Growth 
Factor (CDGF) bezeichnet werden sowie ihre Verwendung. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Peptide bereitzustellen, die zell- 
proliferatxven, zellprotektiven und/oder zelldr f f erenzxerenden 
Eigenschaf ten aufweisen. 

Gelost wird die Aufgabe durch als Cadherin Derived Growth Factor 
(,-^DGF) bezeichnete Peptide, deren Sequenz einer Teilsequenz 
eines Pra- Pro-Cadherins entspricht, wobei das Prapro-Cadherin 
die Domanen Signalsequenz , Pro-Sequenz, Cadherin repeats, 
Transmembranregion und intrazellulare Domane aufweist, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Sequenz des Peptides die Pro-Sequenz 
umfaSt, mindestens eine der anderen Domanen des Pra-proCadherrns 
fehlt und daS das Peptid zellprolif erative , zel Iprotekt ive 
und/oder zelldif ferenzierende Eigenschaf ten aufweist. 

Die zellproliferative Wirkung laSt sich beispielsweise an 
prxmaren Osteoblasten aus Rattencalvarien , die zellprotektiven 
und/oder zelldif f erenzierenden Wirkungen an primaren Nervenzell- 
kuxturen aus Hinterwurzelganglien von Huhnerembryonen bestimmen. 

In emer bevorzugten Ausf iihrungsf orm ist der CDGF ein Fragment 
des Pro-Cadherins, d.h des um die Signalsequenz verkiirzten Pra- 
Pro - Cadher ins . 




Eescnders hevorzugt handelt es sich um den N-Terminus des Pro- 
Cadherins, also den Teil der bei der Prozess ierung des Fro- 
Cadnerins zum Cadherin abgespalten wird, bzw. um ein oder 
:'"*:err;inal verkurztes Fragment davon . 

'/C'Tzugsweise we^isr der CDGP^ keinen Cadhex~in ref)eat auf. 

ill- f 1 nciungsgemafi bevorzugte Ausf uhrungsf ormen sind Peptide mit 
'ier Sequenz 

_ Cadnerin-1 hum^in ( 28-154) : 

^^^^ CHPGFDAESYTFTVFRRHL.SRGRVLGRVNFCTGRQRTAYFSLDTRr P:VGTDGV1TVKR- 
^^^F rLRFHrJ?QlHFLVYAWDSTYRKFSTKVTLNGHH.KRPPPHQASVSGlC)AELLTFPNSSF - 

GL.RR(;'r:R 

':aanerin-2 human (24-159) : 

fasgeialcktgf?edvysavlskdvhegq?llnvfsncngkrkvqyessepadfp:vd- 

ElGMVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEKWQKLSLKPTLTEESVKESAEVEEIVF- 
?r JFSKKSGHLQRQKR 

Gadherin-3 human 1 27-107) : 

GRAVFREAEVTLEAGGAEQEPGQALGKVFMGQEPALFSTDNDDFTVRNGETVQER- 
RS LRERNPLKI FPSKRI LRRHKR 

^^^^^ Gadherin-4 human (2 1-169) : 

HNEDLTTRETGKAGFSEDDYTALISQNILEGEKLLQVKSSCVGTKGTQYETNSMDFKG- 
Al:3TVFATRELQVPSEC'VAFTVTAWDSQTAEKWDAVLVAQTSSPHSGHKPQKGKKVVA- 
LL'PS PPPKDTLLPWPQHnrJANGLRRRKR 

■2ad:ierin-5 human > 26-4 7) : 
AG ? A(2 F. r> T H 5 L L P T ?{ F2R ■ J K 

Cadiierrn-6 human i. 19-53) : 
TLSTFLSr:RTSGFPAKr:RALELSGNSKJJELNRS?:R 

2adnerin-- numan < 29-51) : 
TGSTPLSKRTG 3FP2ir:RRALELSGNSKN:ELNR£ 
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Cadherin-8 human: 

MLLDLWTPLIILWITLPPCIYMAPMNQSQVLMSGSPLELNSLGEEQRILNRSKR 

Cadherin-B human ( Cadherin- 11 ) Precursor (23-53): 
FAPF.PRGHT.PP.qFHr.HHF.KnKFGOVTiO RSKR — 



Cadherin-B human ( Cadherin- 11 ) Precursor (26-51) : 
ERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRS ( OB - CDGF ) 

Cadherin-C human (Cadherin-12 ) -Brain-Cadherin Precursor (24-54) : 
QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRVKR 

Cadherin-C human ( Cadherin- 12 ) -Brain-Cadherin Precursor (24-52) : 
QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV 

Cadherin-D human (Cadherin 13) (23-138): 

EDLDCTPGFQQKVFHINQPAEFIEDQSILNLTFSDCKGNDKLRYEVSSPYFKVNSDGG- 
LVALRNITAVGKTLFVHARTPHAEFDMAELVIVGGKDISLQDIFKFARTSPVPRQKRP- 

SVLLLSLFSLACL 

Cadherin-F human (Cadherin 14) (22-60) : 
VPGWRRPTTLYPWRRAPALSRVRRAWVIPPISVSENHKR. 

Vorzugsweise ist das er f indungsgemaSe Protein ein aus dem 
Menschen erhaltliches Protein oder eine naturlich vorkommende 
humane Variante davon . 

Ein Gegenstand der Erfindung ist auch ein neues Protein, das 
Telle der Aminosauresequenz von CDGF umf aE>t . Die Erfindung 
betrifft vorzugsweise einen CDGF, welcher die oben dargestellten 
Aminosaurensequenzen enthalt, er kann jedoch auch Varianten 
dieser Sequenzen enthalten. Unter dem Begriff "Varianten" im 
Sinne der vorliegenden Erfindung sind Sequenzen zu verstehen, 
die durch Substitution, Deletion und/oder Insertion einzelner 
Ammosauren oder kurzer Aminosaureabschni 1 1 e sich von den oben 
dargestellten Ammosauresequenzen der CDGF unter sche iden . 
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Unter dem Eegriff "Varianten" fallen sowohl naturlich vorkom- 
mende allelische Variationen der CDGF sowie durch rekombinante 
DTJA-Technologie t insbesondere durch in vi t ro -Mu tagenese nit 
Hilfe vcn chemisch synt he t i s i erten 01 igonukleot iden ) erzeugte 

^rnrRine, die hincichtlich ihror biologisch'^n uiid/udei -L [ nmun-4o-~ 

SiiSj -hei ^ Akt i vitat _ de n_ _C D ■ l ^F entsprechan , 

Kcmservative Austausche sind beispiel swe i se Y fiir/gegen V, K 
fdr,'gegen S, A fur/gegen S, D fur/gegen E, G fiir/gegen S, R 
fVir/'gegen Q, P fiir/gegen A, Q fiir/gegen K, 

^^^^^ Erf indungsgemaS beansprucht werden auch Nukle.insauren , die fiir 

^^^^ (":iie Pep^tide oder Derivate codieren oder komplerr.ent ar zu diesen 
IJuklemsauren sind. Bel den Nukleinsauren kann es sich bei- 
spielsweise um DNA, RNA, PNA oder nuclease - resist ente Analoga 
handeln. Die er f indungsgemaEen Nukle insauren eignen sicn zur 
Expression der CDGF in vivo im Sinne exner Gentherapxe sowie 
als Ant isensenukleot ide zur Verringerung der Exra-ession. Auch 
v'ektoren, die d:i.e Nuklei nsauren enthalten sind Gegenstand der 
Erfindung, Die Vektoren eignen sich insbesondere zur Expression 
des Peptides in gentechnisch veranderten Organismen. 

Desweiteren betrifft die Erfindung Antikorper, die gegen CDGF 
^^^^^ Oder Derivate davon gerichtet sind sowie Antagon isten / Inhib i - 
^^^^ toren, die gegen CDGF, ein Derivat oder eine der erf indungsgema - 
lien Nukleinsauren gerichtet sind. Diese Substanzen eignen sich 
ais Arzneimit: tel zur Behandlung von Zustanden, die mit einer 
Oberexpression der CDGF verbunden sind sowie zum Emsatz in .ier 
L'la^nostik . 

Die erf mdungsgemaSen CDGF, Derivate , Verbmdungen , N^uklem - 
sauren, Antikorper una/ ooer Antagonist en/ I nhioi t 3ren zusammen 
rr.it iiblichen Hilfsmitteln konnen als Ar zne irr.i 1 1 e 1 verwendet 
weruen. Es wird be senders bcvc-rzugt , da:i die A r z ne i:i.i 1 1 e 1 m 
goeianeten galeniscnen Zubere i t ungen z ir craien, bukalen, 
mi rave no sen , mt ra-uskuiaren , mtracutanen, mtrathekaien, 
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intranasalen^ lokal - topischen Anwendung sowie als Aerosol zur 
t ranspulmonalen Applikation vorliegen . 



Die Menge an zu verabreichendem Peptid betragt bevorzugt 1 /ig 
bio — 1 g pru Dai i eicliaiigibselnh eiu pro 'I'ag . 




Die erf indungsgemaSen Arzneimittel eignen sich zur Behandlung 
und Prophylaxe von degenerat iven sowie metabolischen Erkrankun- 
gen des Knochens wie Osteoporose, Osteomalazie und Osteopenie, 
des Pankreas wie Diabetes mellitus, des Muskels wie Muskel- 
dystrophien, der Gefal2>e, des zentralen und peripheren Nerven- 
systems wie periphere und zentrale Neuropat hien , der Lunge wie 
Asthma bronchiale, des Magens wie Ulcus, sowie zur Therapie und 
Prophylaxe von ent ziindlichen Prozessen, gestorten Entziindungs- 
reaktionen, Tumorerkrankungen , sowie zur Wund- und Knochen- 
he i lung . 



Das erf indungsgemaiSe Diagnost ikmittel enthalt poly- oder mono- 
klonale Antikorper gegen das erf indungsgemaSe Peptid, gegebenen- 
falls in markierter Form, wie in fluoreszenz- oder radioaktiv- 
markierter Form, um in einem an sich bekannten ELISA oder RIA 
eingesetzt zu werden. Das erf indungsgemaSe Diagnost ikmittel 
enthalt DNA, RNA und/oder PNA gegebenenf alls in modif izierter 

^^^^^ und/oder markierter Form zum Einsatz in dem Fachmann bekannten 

^^^^A Testsystemen wie PGR oder Fingerprinting. 

Die Diagnostikmittel eignen sich zur Kontrolle von CDGF-Spiegeln 
in Geweben, in Sekreten und/oder in Korperf lussigkeiten wie 
Plasma, Urin und Liquor cerebrospinal is sowie als Marker fur 
Funkt ionsstorungen des Knochens, der Muskeln, der Gefaf:^e, des 
Nervensystems , der Lymphorgane , des Magen- Darmt raktes , des 
Immunsystems und von Diabetes sowie inf lammator i schen und 
neopl as t r schen Prozessen sowie als Marker bei Krebs 
(Tumormarker ) . 

Die erf indungsgemaSen CDGF und ihre Derivate sind durch Isolie- 

rung erhaltlich aus Hamofiltrat durch Kat lonenaus t auscher - 





Extraktion mit nachf olgender Elution der adsorhierten Substan- 
zen, eine erneute Kat ionenaustauscher-Chromatographie des die 
Peptide enthaltenden Extraktes sowie mehrstufiae Urr.kehrphasen - 
Jhromat Dgraphie . Total synthetisch sind die er f indungsgemaSen 
Pelpj.de Oder durch Fog tphaocnsynthese im Suiiie der Merrifield- 
_^-^:nthes_e_^ow ie Flussig phas e nsynthe.se narh riem Fachmann 
i:.'ekannten Methoden mit geschutzten Aminosauren und dessen 
Aufrem.igung erhaltlich. Auch durch dem Fachmann an sich bekan- 
]:te Verfahren der heterologen Expression mittels gangiger 
hiotechnologischer Vektoren lassen sich die er f indungsgemaj'Sen 
Peptide herstellen . 

Feispielsweise wurde ein Peptid, das als OB-CE'GF bezeichnet 
v/ird, mit chromat ographi schen Methcden aus humanem Hamofiltrat 
auf gereinichc und mit Hilfe eines Bioassays ident i f i z iert . 

E^as Peptid besitzt eine Molekularmasse von 3062.8 Da. OB-CDGF 
ist eine neue Substanz . Bislang wurde uber die Analyse emer 
cDNA eine OB-Cadherin Pra - Pro- Sequenz postuliert. In dieser aus 
der cDNA abgeleiteten Sequenz findet sich die er f indungsgemal^e 
Pept idsequenz direkt hinter der putativen Signal sequenz (siehe 
Figur 1 ) . 

Die biochemische Charakterisierung des er f indungsgemaj?>en Pep- 
tides erfolgte durch Massenspektromet rie und Sequenzierung des 
gesamten Peptides. Die Sequenzanalyse des biologisch aktiven 
Peptides ergab die folgende Aminosauresequenz fur OB-CDGF: 

ERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQVLQRS 

Tm ESI (Elektrospray lonisation) -N'assenspekt rum des OB-CDGF 
w :rde die iYol ekularmasse mw) bestimmt m.it : 

OB-CDGF, MW 3 06 2.8 Da 

Dhs erf mdungsgemaSe Peptid ist durch em Re iniaungsverf ahren 
ausgehend von humanem, Ham.ofiltrat erhaltlich. Dieses 



gemafi DE 36 33 707, welches die Gewinnung von EiweiSstof f en aus 
Han^of iltrat offenbart, wurde in einer r.odif iziert en Form durch- 
gef iihrt . 

p.^^......^ f.1l r h^i der Ultrafi1^raMon des B.1 utes von Nxeren- 

kranken in groEen M engen an. Das humane Hamofiltrat wird gegebe 



'^falir^::^^'^^^^r verdunnt und angesauert . Der pH-Wert betragt 
vorzugsweise 1.5 bxs 3.5, insbesondere 2 . 5 bis 3 . 0 . Danach wxrd 
das Hamofiltrat iiber einen Kationenaustauscher geleitet, bei- 
spielsweise einem mit Sulf onsauregruppen modif izierenden Trager- 
material (Fraktogel SP - 650 (M) , Merck, Darmstadt) . Die an den 
Kationenaustauscher gebundenen Peptide werden mit einer relatxv 
ho,-^h konzentrierten Salzlosung eluiert . Die lonenstarke der 
Elutionslosung entsprrcht dabei ungefahr einer 0. 5 bxs 1 molaren 
Ammoniumacetatlosung . 

Das aufgefangene Eluat wird einer weiteren Katxonenaustauscher- 
Chromatographie unterzogen. Diese Chromatographie xst vorzugs- 
weise eine Stuf enelut ion mit Puffern von ansteigenden pH-Werten. 

Die das erfxndungsgemalSe Peptid enthaltenen Fraktionen werden 
mittels praparativer Umkehrphasen- Chromatographie und nacnfol- 
gender semipraparativer Umkehrphasen- Chromatographie bexspxels- 
wexse an mit C4 modif izierten Tragermaterialien weitergerexnxgt . 
Der Reinigungsgrad wird vorzugsweise mittels analytxscher 
Umkehrphasen-Chromatographie beispielsweise an mxt C18 modxf x- 
zierten Tragermaterialien uberpriif t . 

Die durch die chromatographische Reinigung erhaltene Substanz 
wurde der Strukturauf klarung zugef uhrt . Dxe Bestxmmung der 
Molekulmassen des nativen Peptids erfolgte mittels eines Elek- 
-rospray-Massenspektrometers. Die Sequenzanalyse erfolgte uber 
einen Edman-Abbau der Peptide sowie von chemisch modif izxerten 
Derxvaten mit einem ABI 473 A Sequenzer. 

Die Totalsynthese erfolgte an ublxchen Festphasen xm Sxnne der 
Merrxfield-Synthese. Dxe Synthesestrategie und der Aufbau des 



irGpti^ds u.nd ^■/C'Vi liTiiii cili^gr^i^^ritistsii UGiTivatiGn dsn sntsp'i~Gchi©nd 

aeschiitzten Aminosauren sind dem Fachmarin bekannt: . 



Das er f indungsgemaGe 0B-CD3F sov;ie seine cDNA, sein Gen und 

Ana 1 'rig a , Fragmenre nnd Heri^rate zu dem Pep t id, — der cDNA und d^m 

C-en sowie Ant ikorper, welche die Wirkun g des OB-CDGF aufheben, 
konnen als Ai'zne imi t C e 1 Vei^wendung imden. 



Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert . 



^^^^^ Beispiel 1 

^^^^r Hrimof i 1 1 rat -Batch-Extrakticn 



800 bis 1.000 L Hamofiltrac werden mit HCl auf einen pH -Wert 
von 2-7 eingestellt und mit Wasser auf eine Le i t f ahigke i t von 
S.5 mS/cm verdunnt und mit einer FluSrate von 3 L/min auf einen 
starken Kat io-nenaus t auscher auf get ra gen . 



Chroma tagraphiebodlngungen : 




Saule : 

Saulenma terial 
FluS: 

De tekt ion : 
Puffer A: 
Puffer B: 
Anlage : 



Vantage VA 250 (Amicon, Witten) 
Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 
3 L/min 

280 nm, pH , Le i t f ahigke i t 

liamofiltrat pH 2,7, Lei t f ahigkei t 5.5 mS/cm 
0.5 M Ammoniumace t at 
Autopilot Chromatographiesystem , 
\PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 



r:ach Auftrag der i ns ges am t 1.000 L Flussigkeit liber Nach::. v/ird 
mit m.ehreren Sau 1 en\^D lumma 5 rvM HCl gespiilt . Die Elution der 
gebvindenen Peptide erfolgt als Batch-Elut ion miit 0.5 M Ammonium- 
acetat . Hierbei wird erne komiplette Elution der Peptide uber 
sLeigenden pH-Wert - 7.2' und steiaende Le i t f ah i ake i t 

5 6 m.S cm. i n e r wa 5 L E 1 ua t e r re i c h t . 



Erste praparative Auftrennunq 

Die Ammoniumacetat-Eluate der Batch-Extrakt ion werden in Mengen 
von 5.000 bis 10.000 L Hamof iltrat-Peptid vereinigt. Nach pH- 

von VE-Wasser mit e iner Leitf ahigkeit von 5.5 mS/cm auf den 



praparativen Kat ionenaustauscher aufgetragen. 
Chromatographiebedingungen : 
Saule: Vantage 250 VA 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 

Pl^g. bis zu 3 L/min wahrend des Auftrages 

0.5 bis 1 L wahrend der Elation 
Detektion: 280 nm, pH, Leitf ahigkeit 

Probe: Hamof iltrat pH 2.7, Leitf ahigkeit 5.5 mS/cm 

Anlage: Autopilot chromatographiesystem, 

(PerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 

Nach Auftrag des Rohextraktes uber 240 min wird die Saule mit 
0.01 M HCl gespiilt, bis die Leit f ahigkeit unter 1 mS/cm ist. 
Die Elution erfolgt dabei in mehreren Stufen mit den im folgen- 
den angegebenen Puffern 

Puffer DH-Wert Puf f ersubstanzen Teitf ahigkeit (mS/on) 



Waschpuf f er : 



0 



0.01 M HCl 1 



Elutionspuffer 1: 3.6 0.1 M Zitronensaure- 

1-hydrat 2.9 

Elutionspuffer 2: 4.5 0.1 M Essigsaure + 

0.1 M Natriumacetat 4.0 

Elutionspuffer 3: B.O 0.1 M Apfelsaure 6.2 

Elutionspuffer 4: 5.b 0.1 M Bernsteinsaure b.l 

Elutionspuffer 5: .5.6 0.1 M NaH.PO^ ' ^ _ 

Elutionspuffer 6: 7.4 - o: 1 M NaH2P04 ' 6.7 

Elutionspuffer 7: 9.0 d M Ammoniumcarbonat6 . 7 

Die Eluate 1-7 werden als pH-Pool I-VII bezeichnet . Sie werden 
separat gesammelt . Die Elution erfolgt bis zum Erreichen einer 
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neuen Basislinie, wobei fur die einzelnen pH-Pools I bis VII 
E 1 u t ionsvclumina von 10 bis 25 L erreicht werden . 

Zvveite craparat ive Auf trennuriQ : 



Die einzelnen pH-Pools werden zur Frakt ionierung und gleich- 



:eitigen Entsalzung iiber eine Reversed Phase Chroma tographie 
:et rennt. 



Chroma tographi ehedingungen : 




Saule : 

S a u 1 e nma t e r i a 1 : 
F luE: 

-je tekt ion : 
Puffer A; 
Puffer B 
Gradient 



Fine Line 10 0 (Pharmacia, Freiburg) 

Source RPC, 15 /im 10 x 12 . 5 cm (FineLme 100) 

150 mL/min (FineLme 100) 

280 nm, Le i t f ahigke i t , pH 

10 mM HCl 

80% Acetonitril in 10 mM HCl 
0-60% Puffer B in 5 Saul envolum^en 




Nach Auftrag der pFI-Pools wird die Saule m.it Puffer A gespiilt. 
Wahrend der Elution werden Fraktionen zu 200 ml gesammelt. 
Aliquots der Fraktionen werden im Bioassay getestet , Die Frak- 
cionen werden ge f rierget rocknet und bei -20°C gelagert . 

Semipraparat ive Reverse - Phase CI 8 - Chromatoaraphie : 

Die im Bioassay aktive Frakt ion 13 aus pH-Pool VI wurde uber 
eine semipraparat ive Reverse - Phase Saule auf getrennt , Ede 
Fraktionen 5-7 enthielten die er f indungsgemaf^e Substanz . 



^hi'onia tographi ehedingungen : 



Saule: 4,7 cm x 30 cm Stahlsaule 

Fu: imaterial : Vydac RP-CIS 15-20 /am, 

?uf ier A : 0,1 % TEA 

?u::er B: 0,1 % TEA, 80 % Acetonicri 

Gradient: 5 - 50% B m 45 mm, 50 - 
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FluS: 42 ml/min 

Detektion: 214 nm und 280 nm 

Chromatographieanlage : BioCad 

Fraktionen: a 1.5 min ab Start des Gradienten 



Ma.qsenbestimmunqen 



Alle Massenbestimmungen der nativen und synthetischen Peptide 
wurden auf einem Elektrospray-Massenspektrometer (ESI-MS) 
durchgefuhrt. Die Molekiilmassen des Peptids wurden entsprechend 
der oben gezeigten Massenzahlen (MW) bestimmt . 

Seguenzbest immunq 

Das gereinigte, native und das synthetisch hergestellte Peptid 
wurde mittels Edman-Abbau auf einem ABI 473 A Sequencer unter 
Verwendung des Standard-Programms analysiert. Die Proben warden 
auf eine Polybrene -Membran in Mengen zwischen 100 und 400 pmol 
aufgetragen. In libereinstimmung mit den Ergebnissen der Massen- 
bestimmungen ergab sich folgende Aminosauresequenz : 

ERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQVLQRS 



Datenbankveraleich 

Em Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programmpakets 
an den SwissProt und EMBL-Nukleinsaure Datenbanken durchgefiihrt . 
Die Sequenz entspricht den aus der cDNA abgeleiteten Aminosauren 
des humanen Cadherin-11 Precursors (Osteoblaten Cadherin, 
Propeptid, Aminosauren 26-51). 



Res ynthe se 

Die Synthese des Peptids mit der Sequenz ERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQV- 
LQRS wurde nach der Merrif ield-Festphasen-Methcde ausgehend von 
geschutzten Fmoc -Aminosauren durchgefiihrt . Das synthetische 
Feptid wurde iiber Umkehrphasen- Chromatographie auf gere inigt . 



Die Identitat una Reinheit der Substanz wurde mit Hilfe von 
Massenspektromet rie , Sequenzanalyse und Kapi 1 1 arzonenelekt ropho - 
rese nachgewiesen . 

BestimmuncT der k-ioloQischen Aktivitat von QB~CDGF ( zellpro L i i>:— 
raniver Effekt) 



ll'ie Isolierung des C^B-CDGF erfolgte anhand seiner biologiLSchen 
Aktivitat in einem Prol i f erat ionssassay der primaren (Dsteobla- 
sten. Dazu wurden neweils Aliquots der unter Beispiel 1 be - 
_ schriebenen einzelnen Chromatographiestuf en ge f rierget rockne t 

^^^^^ und ansohl ief?>end dem biologischen Assay zugefuhrt. Die Frak- 
^^^^ tiC'nen, die jeweils ein positives Signal ergaben, wurden d^zrr 
weiteren Reinigung unterzogen. 

Ijer Assay mif?>t die Proliferation der Zellen, nachdem s_ve in 
serumf reien Medium mit 1 mg/ml Rindei"serumalbumin gehalten 
wurden, dann die Proben zugegeben wurden und nach weiter^en 4 8 
Scunden der Einbau von 3H-Thymidin bestimmt wurde. Als Pos.it iv- 
Kontrolle wird iLn diesem Assay knochenwachstumsf ordernde Fak- 
toren wie IGF oder Angiotensin oder fotales Kalberserum {FCS) 
eingesetzt . 

^^^^^ Die Experimente wurden in Anlehnung an Pf e i 1 schi f t er et al . , 
^^^^^ Endocrinology 126 , 703, 1990, durchgefiihrt . 

Die Gewmnung von primaren Osteoblasten erfolgte duroh sequen- 
tieile Ahidauung mictels Ccdlagenase aus fetalen F:at tenkalvarien . 
Dabei wui^den 5 Ze 1 1 f rakt i onen erhalten. Der Pool aus den ZelJ- 
fraktionen 3-5 wurde m vitro kultiviert. Die Kultur der Zellen 
erfolgte in einem Inkubator bei einer relativen Luftfeuchte -on 
;>5%-, ememi GO.-Gehalt: von 5% und ei^ner Temperatur von 3 7 C . Die 
Dnt ersuchungen der Pruf substanzen erfolgte in Kulturen der 
e r s t e n , z we i t e n oder d r i 1 1 e n Z e 11 p a s s ag e . 
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Fur die Untersuchung warden d.e Zellen mindestens 95 Stunden 
vor Aufgabe der Pruf substanzen in einer Zellzahl von 7x10 
Z.llen (xn 100 /.I Kulturmedium) / Well in Mikrotiterplatten 
(MTP) m.t Rundboden ausgesat . Dabei fand als Kulturmedium MEM 
p..K.... (.lus ^ s Glukose plus 3,7 g/l NaHCO. ohne Gluta- 



I i _L c:: V ^ -i- ^ I _ — 

Penicillin/Streptomycin zugesetzt werden. 

Unmittelbar vor Zugabe der Pruf substanzen zur Zellkultur er- 
folgte ein Austausch des Mediums gegen 150 /.l Medxum, das 
anstelle von FKS 1 mg/ml Rxnderserumalbumxn (RSA) enth.elt. 
Prufsubstanzen wurden in den gewunschten Konzentratxonen dem 
RSA-haltxgen Medxum zugesetzt. Als Posit ivkontrol le wurde TGFf^, 
(Transforming growth factor 6-J in Konzentrat ionen von 0,1- 
0,2 ng/ml mitgef uhrt . Pro (Positxv-) Kontrolle bzw. Substanzkon- 
zentration wurden Dreif achbest immungen durchgef uhrt . 

Dip inkubation der Zellkulturen mit Prufsubstanzen erfolgte 24 
bis 72 Stunden, xn den letzten 3 Stunden zusatzlich unter 
Anwesenheit der Thymidxnsonde (Zugabe von 1 Methyl- H- 

Thymidin/MTP-Vertiefung in 20 ^1 PBS-Losung) . 

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Zellkulturen 3x mxt 
0 9%iger Kochsalzlosung gewasohen und anschlieSend mit ^e 100 /xl 
Flusslgszintillator (OptiPhase Supermix™ der Firma Wallac) 
versetzt Im AnschluS daran erfolgte die Vermessung aer xn dxe 
DNA exngebauten Radioaktivitat in einem Flussxgszint xllat xons - 
counter (1450 MicroBeta'" der Firma Wallac ) in cpm . 

Bpi der Auswertung dienen Zellkulturen, die ausschlieElich RSA- 
haltiges Medium erhalten hatten, als Kontrollen (100%). 

D^r OB-CDGF besitzt rn dosisabhangiger Weise exne -wachstumsfor- 
d^rnde Wirkung auf primare Osteoblasten (Knochenzellen) . Dxese 
bxologische Wxrkung wurde sowohl fur das native als auch fur 
das synthetisch hergestellte Peptid nachgewiesen . 
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Beispiel 2 

Bestimmung der h'lologischen Aktivitat BR-CEiGF 

Das del — CDGF- Region des Cadherin-l^ ( BR- Cach^Brin ; N- Cadher in - 2 ) 

entsprechende Pe^ptid -f?v4- t d o r Amino3aur ^st^^-en-^^^rPf^vp^^^tT LATEPRE^ ^^ 

VIHLPGQRSHFQRV, welcnes nach der Fes tphasensynt nese - wie unter 
R^::ispLel 1 fur das OB-CDGF beschrieben - sy n t he t: i s i e r t wurde, 
v/urde auf seine ubeirlebens f ordernde Wirkung auf F r imarkul turen 
vc:ii rJeuronen aus Hint erwurzelgangl ien vcai Huhne re mbry one n 
getescet . 

^^^^ E^as Testmodell ist f olgenderir.aSe n aufgebaut : 

Primare Nervenze llku 1 turen aus Hint erwn^'ze 1 Qana 1 ien von Hiih- 
nerembryonen ( Embryona lentwicklunQ El 0 ) 

Die Praparation und Kultivierung erfclgt: w: e jjeschrieben \':>n 
Eorasro G.D., John J., Wittinghofer A., Barde Y.^A., Sendtner 
M. Heumann R. (1989) Neuron , 1087-1096. ::ur Bestimmung vc^n 
uberlebensf ordernden Effekten von WirkstC'ffen wird die Bestim- 
mung des zellularen LDH-Gehalts nach einer Inkubat ionsze i t vcn 
48 Stunden eingesetzt . Hierzu wird das Kulturmedium duroh 
^^^^^ Ausklopfen der Platte entfernt. Nur die vitalen Zellen bleiben 
^^^^B am Plattenboden haften und konnen dann bestimmt werden . Zur 
^^^^ Bestim.mung des LPH-Gehalts wird der LDH - Zy t i^t ox i z i t a t s t e s t k i t 
von Bcehringer Mannheim (BM) eingesetzt. 

Die Kulturen werden in 96 -Well Mi k rot i t erpl a 1 1 en als E'uplikate 
eingesetzt. Auf neder Platte wird eine NGF - E i chkurve mitgefiinrt 
und die biclogiszhe Aktivitat der Substanzen m pg/mL NGF- 
Atquiva^enten ausgedriickt . Als niedermolekulare Re f erenzsubs'^anz 
wird das St aurosp'Drin- Der ivat K252a m einer Kc^n z enr rat lo^n von 
3 2 0 nmc^l/L mitgefuhrt. 
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zellen sind typi.che Nervenzellen, so daE BR-CDGF eln neuropro- 

tektiver Faktor ist . 

Beispiel 3 



Bes^^ingde^l^^ 



Ef f ekt 



Das der CDGF-Ragion des Cadheri„-6 entsprechende Peptid m.t der 
«inosaure.equenz tlSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGMSKNELNRS , welches 
nach der Festphasensynthese - «xe unter Beispiel 1 fur das OB- 
CDGF beschrieben - synthetisiert wurde, wurde auE seme uber- 
leb.„sf6rdernde WirRung au£ Primarkulturen von Neuronen aus 
Hrn«r„ur.elgangl.en von Huhnerembryonen getestet. Das Test.o- 
dell isc, wie in Beispiel 2 beschrieben, auEgebaut . 

Das Peptid zeig.e xn Konzentrationsabhangrger Weiss eine uber- 
„,rk,.na au£ diese primaren Neuronen. 
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SEQUENZPROTO?COLL 



. ALLGEMEINE ADGAriEN : 

(i) ANMELDER: 
(A) NAME: Woif-G^Orq FUL^^n^cx.a\ 



S^jiRASS^^ F p o r ] o r - L > :rL e n - S tr_a_s^ s e 3 1 





;::) ORT : Hannr-ver 
iE) LAND: Deutschland 
;F) POSTLEITZAHL : 30625 
^11) BEZE1CHNUN3 DER ERFINDUNG: Cadherin derived growth factor 

und seine Verwendung 

(lii) AKZAHL CER SEvUENZEN: 14 
(iv) CCMPUTER-LESBARE FAS3UNG : 

(A) DATENTRAC^ER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

- C) BETRIERSSYSTSM : PC - DOS /MS - DOS 

iD) SOFTWARE: Patentin Release #1-0, Version #1-30 (EPA) 

ANGABEIT ZU SE(2 ID IIO : 1: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAIJGE : 123 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) Sl^RANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIS: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEP'lJLS: Peptid 

(xi) SEQUENZ3ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CVS Pro Glv Phe Asp Ala Glu Ser Tyr Thr Phe Thr Val Pro Arg 

Arg HIS Leu Glu Arg Gly Arg Val Leu Gly Arg Val Asn Phe Cys Tnr 

20 25 30 

Gly Arg Gin Arg Thr Ala Tyr Phe Ser Leu Asp Thr Arg Phe Lys Val 



3 5 

Thr Asp Gly V-l He Thr Val Lys Arg Pro Le; 

5 5 ^5 0 



p-o Gin He His Phe Leu Val Tyr Ala Trp Asp Ser Thr lyr Arg Lys 
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H,s Cl„ «a se. V,. S.r 01. :le 01„ M. Olu «u Leu TH. Phe P.o 

.^n 105 



100 



Asn Ser Ser Pro Gly Leu Arg Arg Gin Lys Arg 

120 



115 



(A) LANGE: 132 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 



Glu Ala 
1 

Val Tyr 

Leu Asn 

Ser Ser 
50 

Ala Val 
65 

Tyr Ala 
Lys Pro 
Glu He 



Arg Gin 
130 



Ser Gly Glu 
5 

Ser Ala Val 
20 

val Phe Ser 
35 

Glu Pro Ala 

Arg Ser Phe 

Gin Asp Lys 
85 

Thr Leu Thr 

100 

Val Phe Pro 
115 

Lys Arg 



He Ala Leu Cys 

Leu Ser Lys Asp 
25 

Asn Cys Asn Gly 
4 0 

Asp Phe Lys Val 
55 

Pro Leu Ser Ser 
70 

Glu Thr Gin Glu 

Glu Glu Ser Val 
105 

Arg Gin Phe Ser 
120 



Lys Thr 
10 

Val His 

Lys Arg 

Asp Glu 

Glu His 
75 

Lys Trp 
90 

Lys Glu 
Lys His 



Gly Phe 

Glu Gly 

Lys Val 
45 

Asp Gly 
60 

Ala Lys 

Gin Lys 

Ser Ala 

Ser Gly 
125 



Pro Glu Asp 
15 

Gin Pro Leu 
30 

Gin Tyr Glu 

Met Val Tyr 

Phe Leu He 
80 

Leu Ser Leu 
95 

Glu Val Glu 
110 

His Leu Gin 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 7 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
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Zys Arg Ala Val Fhe Arg Glu Ala Glu Val Thr Leu Glu Ala Gly Gly 

15 10 15 

Ala Glu Gin Glu Pro Gly Gin Ala Leu Gly Lys Val Phe Met Gly Gin 

2 0 2 5 3 0 

Glu Pro Ala Leu Phe Ser Thr Asp Asn Asp Asp Phe Thr Val Ar^ Asn 

35 40 45 

Gly G l u-^ hr Val Gin Glu Arg Arg S e r Lr^u-^y&- Glu Ar -g-^vefl— l^^o L o u 

50 55 60 

L\'s lie Phe Pro Ser Lys Arg lie Leu Arg Arg His Lys Arg 
6 5 7 0 7 5 





2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i) sequenzp:ennzeichen : 

(A) LANGE : 144 Aminosauren 

(3) ART: Aminosaure 

(G) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nlcht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 

His Asn Glu Asp Leu Thr Thr Arg Glu Thr Cys Lys Ala Gl^^ Phe Ser 

1 5 10 15 

Glu Asp Asp Tyr Thr Ala Leu lie Ser Gin Asn lie Leu Glu Gly Glu 

20 25 30 

Lys Leu Leu Gin Val Lys Ser Ser Cys Val Gly Thr Lys Gl^^^ Thr Gin 

35 40 4 5 

Tyr Glu Thr Asn Ser Met Asp Phe Lys Gly Ala Asp Gly Thr Val Phe 

50 55 60 

Ala Thr Arg Glu Leu Gin Val PrC' Ser Glu Gin Val Ala Phe Thr Val 
65 70 75 SO 

Thr Ala Trp Asp Ser Gin Thr Ala Glu Lys Trp Asp Ala Va] Leu Val 

8 5 9 0 3 5 

Ala Gin Thr Ser Ser Pro His Ser Gly His Lys Pro Gin L\'S Gly Lys 

100 105 11 C' 

Lys Val Val Ala Leu Asp Pro Ser Pro Pro Pro L\'S Asp Thi" Leu Leu 
115 120 125 

~ Pro Gin His Gin Asn Ala Asn Glv Leu Arg Arg Arg Lys Arg 



13 0 



14 0 
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2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 22 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 



"TdI TOPOLOGIE: niclnt beKannc 



(ii) — ART DE 5 MOLEKULS : Peptid ~ ^ — 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 

Ala Gly Ala Asn Pro Ala Gin Arg Asp Thr His Ser Leu Leu Pro Thr 
15 10 15 

His Arg Arg Gin Lys Arg 
20 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 35 Aminosauren 
(E) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Thr Leu Ser Thr Pro Leu Ser Lys Arg Thr Ser Gly Phe Pro Ala Lys 
15 10 15 

Lys Arg Ala Leu Glu Leu Ser Gly Asn Ser Lys Asn Glu Leu Asn Arg 
20 25 30 

Ser Lys Arg 
35 



[2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 3 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) . TOPOLOGIE; nicht. bekannt 

(ii) ART DES MOLEKiiLS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Thr Leu Ser Thr Pro Leu Ser Lys Arg Thr Ser Gly Phe Pro Ala Lys 

^ 10 15 



10 - 



Lys Arg Ala Leu Glu Leu Ser Gly Asn Ser Lys Asn Glu Leu Asn Arg 

0 2 5 3 0 

Sor 

(2) AUGABEN ZU SE'J ID NO: 8: 
~T] SEQUENZr.EriNLETGHEN : 
— — E^ 4 Ammosauren — ~ ^ 





;B; ART: Ami.ncsaure 
'■.Z' STRAJIG'F ORM : nicht bekannt 
{D) T'-DP'jLOGIE : nicht bekannt 
i) ART DES MOLE?:ULS: Peptid 
(xi) SEGUEITLBSSGHREIBUNG : SEQ ID NO: 8: 

Maz Lei: Leu Asr- Leu Trp Thr Pro Leu lie lie Leu Trp lie Thr Leu 

1 = 10 15 

Pro Pro Gys lie ^Vyr Met Ala Pro F^et Asn Gin Ser Gin Yal Leu Met 

2C- 2 5 3 0 

Ser Gly Ser Pro Leu Glu Leu Asn Ser Leu Gly Glu Glu Gin Arg lie 

3 5 4 0 4 5 

Leu Asn 7\rq Ser Lys Arg 
50 

{2) ANGABEN LU SEr. ID NO: 9: 
i i) SEOUENGKENNZEICHEN: 

(A) LANii^E : 3 1 Ammosauren 

(B) ART : An:inosaure 

(G. STRANi^FORM: nicht bekannt 

(D^ TOPfjLOGIE: nicht bekannt 
(li) ART DES MOLERULS: Peptid 
(xi) SEr-UENLBESGHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Phe Ala Pro G- 1 u Arg Arg Gly His Leu Arg Pro Ser Phe His Gly His 
1 5 10 15 

His Glu Lys G: 1 y Lys Glu Gly Gin Vai Leu Gin Arg Ser Lys Arg 
2 -J 2 5 3 0 



ANGABEN ZU ;3E0 i:'J NO: 13: 
; 1 : SE iUENZKENNZEIGHErT : 

A) LAr:GE : 20 Aminosauren 

r ■ A R T : Ar^. 1 n o s a u r e 

2^ STr:ANGRORM : nicht riekannt 
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(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

. Glv His Leu Arg Pro Ser Phe Hxs Gly His His Glu Lys 

Glu Arg Arg Gly His i^eu ^ y ^ ^ 



3 



) ANGABEN ZU SEQ ID NO: H : 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Atninosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(,,) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : H : 



.1. P.O Gin pro Gin Gin Thr Leu Ala Thr Glu Pro Arg Glu Asn Val 
Jle His Leu pro Gly Gin Arg Ser His H Gin Arg Val Lys Arg 



2 ^ 

20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 12: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L.ANGE: 2 9 Aminosauren 
(3) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 



T 7^^^ Thr Glu pro Arg Glu Asn Val 
Gin Pro Gin Pro Gin Gin Thr Leu Ala Thr Glu 

'xle H.s Leu pro Gly Gin Arg Ser Hxs Phe Gin Arg Val 



2 5 

2jQ - - - - - -- - - 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 12 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 



(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEvUEITZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 




Glu Asp Leu Asp C\- s Thr Pro G l y Phe Gin Gin Lys Val Phe His lie 
^5 10 15 

Asn Gin Pro Ala Glu Phe lie Glu Asp Gin Ser lie Leu Asn Leu Thr 

- 0 2 5 3 0 

Phe Ser Asp Cys Lys Gly Asn Asp Lys Leu Arg Tyr Glu Val Ser Ser 

3 5 4 0 4 5 

Pro Tyr Phe Lys Val Asn Ser Asp Gly Gly Leu Val Ala Leu Arg Asn 

50 55 60 

lie Thr Ala Val Gly Lys Thr Leu Fhe Val His Ala Arg Thr Pro His 
6 5 70 75 80 

Ala Glu Phe Asp Met Ala Glu Leu Val lie Val Gly Gly Lys Asp lie 

85 90 95 

Ser Leu Gin Asp lie Phe Lys Phe Ala Arg Thr Ser Pro Val Pro Arg 

100 If' 5 110 

Gin Lys Arg Pre Ser Val Leu Leu Leu Ser Leu Phe Ser Leu Ala Cys 
115 120 125 

Leu 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 3 9 Aminosauren 
( E ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 14: 

Val Pro Gly Trp Arg Arg Pro Thr Thr Leu Tyr Pro Trp Arg Arg Ala 
^5 10 15 




Leu Ser Arg V^l Arg Arg Ala Trp Val 



lie Pro Pro lie S-^r 



•0 25 30 



Val Ser Glu Asn His Lys Arg 
35 
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Patentanspruche 





Als Cadherin Derived Growth Factor (CDGF) bezeichnetes 
Peptid, dessen Sequenz einer Teilsequenz eines Pra-Pro- 
Cadherins entspricht, wobei das Prapro ~ Cadherin die Doma- 
nen S ignalsequenz , Pro-Sequenz, Cadherin repeats. Trans - 
membranregion und intrazellulare Domane aufweist, dadurch 
gekennzeichnet , daS die Sequenz des Peptides die Pro-Se- 
quenz umf aiSt , mindestens eine der anderen Domanen des Pra- 
pro - Cadher ins fehlt und dal^ das Peptid zellprolif erat ive , 
z e 1 Iprctekt i ve und/ ode r zelldif f erenzierende Eigenscha^t-n 
auf weist . 



CDGF gemal^ Anspruch 1, dadurch gekennzei chne t , daS das 
CDGF zellproiif erativ auf primare Osteoblasten aus Ratten- 
calvarien wirkt . 



CDGF gemaS Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daE das CDGF zellprotektiv und/oder zelldi f f erenz ierend 
auf primare Nervenzellkul turen aus Hint erwurzelganglien 
von Huhnerembryonen wirkt. 

CDGF gemaJ^ mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet , daiS der CDGF ein Fragm^ent des Pro-Cadhe- 
rins i St . 

CDGF gemalS mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet , daS es sich um das Peptid handelt, das bei 

der -Pxozessrerung von Pro - Cadherin zu- Cadheri-n abgespalten 

wird Oder um ein Fragment davon handelt. 

-^^'vji y^uicij^ LLi X ii^^cz ^ u cTii^ cxii'TTui der Auspruche 1 bis 5, 
gekennzeichnet , daS der CDGF keinen Cadherin repeat auf- 
wei St . 
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"1 . CDGI" mic der Sequenz 

Cadherin-1 human (28-154) : 

■:?i?GFDAESYTFTV?RRHljERGRVLGP/N/riFCTGRQRTAYrSLZ'TRFKVGTDGVIT- 
VPGRPLRFHNFQIHFLVYAWDSTYRKFSTKVTLNGHHHRFr PHQASVSGIQAELLTFP- 

MSSPGLRRQF-R 



Gadherin-2 human {24-15':0 : 

EASGElALCr':TGFPEDVYSAVLS?:DV]^EGQPLLNVFSNCNGP:RKVQYESSEPADF- 
?CVT)EDGMVYAVRSF?LSSFHA?:FLIYAQDKETQEf:WQp:LSLKPTLTEESVKESAEVE- 
E I V F P RQ F S ? '.H S G H L Q R':L) ?:P. 




:adherin-::/ human (27- 107) : 



:FAVFREAEVTLEAG-GAEGEPGQALGKVF^:GQEPALFSTD^TD^'FTVP,NGETVQER- 
R S L K E P : N P L r : I F P S K R I L R R H K R 

Gadherin-4 human (21-16'?) : 

■A ^| ^ n, T , T T T^T, p T^' A G F S F D Pi YT ^ L ^ S '"^ ' 'II L E G E KL I j Q V Y-, S S G VG- T K G T Q Y E T N S r< D - 
FIOi^AP'GTVFATRELQVPSEOVAFTVTAWDSQTAEKWDAVLVAQTSGPHSGHKPC'KGK- 
/"/'vALD p s F p F p:dtll PW P vHQI^;A]>1GERRRKR 

Gadherin-5 human (26-47) : 
AGAN PAQRDTKSLLPTHRRQKR 




2adherin-e human tl'?-53) : 
TLSTPLGKRTSGFPAKRPYvLELSGNS?2WELNRSKR 



Gadherln-b human (19-51) : 
TLSTPLSr'.RTSGFPAKKRAPELSGNSKMELNRS 

2adherin- 6 human : 

:':LPDPWTPL: ILWITLPP-: I YMAPMNGSQVLMSGSPLELNSL2EEC R ILNRSKR 
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Cadherin-C human (Cadherin- 12 ) - Brain-Cadherin Precursor 
(24-54) : 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRVKR 

Cadherin-C human (Cadherin-12 ) - Brain-Cadherin Precursor 

(24-52) : 

QPmPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV 

Cadherin-D human (Cadherin 13) (23-138) : 

EDLDCTPGFQQfCVFHINQPAEFIEDQSILNLTFSDCKGNDKLRYEVSSPYFKVNS- 
DGGLVALRN I TAVGKTLFVHARTPHAEFDMAELVI VGGKD I SLQD I FKFARTS PVPR - 
QIvRPSVLLLSLFSLACL 

Cadherin- F human ( Cadherin 14 ) (22-60) : 
VPGWRRPTTLYPWRRAPALSRVRRAWVIPPISVSENHKR 

8. Varianten von CDGF , dadurch gekennzeichnet , daS es sich urn 
a j_ _L e ± 1 y one v dx j-d u xoiitin ucr k^^^±. ulul '^^.j-^j-j. v^^^^ 
Mutagenese erhaltliche Peptide handelt, die in ihrer biol- 
ogischen und/oder immunologischen Aktivitat den CDGF ent - 
sprechen . 

9. Verbindung dadurch gekennzeichnet , daE sie CDGF oder Deri- 
vate gemal^ den Anspriichen 1 bis 8 enthalten und zellproli- 
f erat ive , zellprotektive und/oder zelldif f erenzierende 
Eigenschaf ten auf weisen . 

10. Nukleinsauren codierend fur Peptide oder Derivate gemaE 
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8. 

11. Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet , daE sie komplementar 
zur Nukleinsaure gemaE Anspruch 10 ist . 

12. Nukleinsaure gemaE Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzei- 
chnet, daE es sich um DNA, RNA, PNA oder nuc 1 ease - res i s - 
tente Analoga davon handelt . 
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13. Vektoren enthalcend Nukle insauren gemaS mindestens einem 
der Anspruche 10 bis 11. 

14. Antikorper dadurch gekennze ichnet , daF^ sie gegen CDGF oder 

ein DerivaL — y^diaJ^ eineiu dei — Anspi iiche — i bis 8 y^i luiiLtfdt 

sind ■ ^ — - 

15. Antagonist / Inhik'itor d?tiurch gekennze ichne t , dal^ er ge- 
>-ichtet ±sz geqen CDGF oder ein Derivat gemaE einem der 
Anspruche 1 i:)is 3 oder gegen eine Nukleinsaure gemafb erneni 
der Anspruche 1 bis 12. 

Ar::neimittel erithaltend GDGF oder Derivate gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 3, Verbindungen gemal^ Anspruch 9, Ilurilein- 
sauren gemaE> mindestens einem der Anspruche 11 bis 12, 
Antikorper gemajb Anspruch 14 und/oder Antagonist en/ Innibi - 
toren gemaJ^^, Anspruch 15 zusammen mit iiblichen Hilfsmi.t- 
teln . 

17, Diagnost ikmit tel enthaltend CDGF oder Derivste gemaS einem^ 
der Anspruche 1 bis 8, Verbindung gemai2> Anspruch 9, Iluk- 
le3.nsaure gemaib mindestens einem der Anspruche 10 bis 12, 
Antikorper gemafi Anspruch 14 und/oder Antagonist en/ Inhibi - 
toren gemalb Anspruch 15 zusammen mit iiblichen Hilfsmir- 
teln . 

18. /Arzneimittel gema:3. Anspruc^h 16 in geeigneten gaienischen 
Habere itungen zur oralen, int ravenosen , int ramuskulai'en , 
mt racutanen , i nt rathekalen Anwendung sowie als Aeroscd 
zur t ranspu Imonalen Applikation. 

13. '/erwendung der Arzneim:ctel gemaf^ Anspruch 16 z\:r Beiiand- 
lung und Prophylaxe von degenerat i ven sowie me t abol i schen 
Frkrankungen des Knc'chens wie Osteoporose, Cs t c^omta la z ie 
\:nd C>s t eop^;ni e , des ?ar:.<reas wie Diabetes m, el lit 'as, ;:"ies 
'•'uskels wifj r-lus ke 1 d\'s I'oph i en , der GefaSe, des zentr^^ienl 
and periphc^ren TJe rvensys t ems wie p^eriphere und zentr:;le 
::e\:roDat hien , aer Lunae wie Asthma i:)ronch i a 1 e , des Kaaens 
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wie Ulcus, sowie zur zur Therapie und Prophylaxe von ent- 
zundlichen Prozessen, gestorten Entzundungsreaktxonen, 
Tumorerkrankungen, sowxe zur Wund- und Knochenheilung . 

v.r-wendunc des Diagnost xkrnittels zur Kontrolle von CDGF- 
Sp.egeln xn Geweben, in Sekreten und/oder in Korperflus^ 



— ^^^^T^^Z^lasma, Urin und Lxquo^^^iF^^^spxnax xs 

Verwendung des Diagnostxkmittel s gemafi Anspruch 17 als 
Marker fur Funkt ionsstorungen des Knochens, der Muskeln, 
der GefaSe, des Nervensystems , der Lymphorgane, des Magen- 
Darmtraktes, des Immunsystems und von Dxabetes sowxe xn- 
flammatorischen und neoplastischen Prozessen sowxe als 
Tumormarker . 

verfahren zur Herstellung von CDGF oder Derivaten nach 
mxndestens einem der Anspruche 1 bis 8 aus Hamofxltrat 
durch Kationenaustauscher-Extraktxon mit nachtolgender 
Elutxon der adsorbierten Substanzen, eine erneute Katxo- 
nenaus.auscher-Chromatographie des dxe Peptxde enthalten- 
den Extraktes sowie mehrstufige Umkehrphasen- Chromatogra- 
phie Oder durch Festphasensynthese im Sinne der Mer- 
rifield-Synthese sowie Flussigphasensynthese nach dem 
Fachmann an sich bekannten Methoden mit geschutzten Amxno- 
sauren und dessen Aufreinigung oder durch dem Fachmann an 
sxch bekannte Verfahren der heterologen Expression mxttels 
gangiger biotechnologischer Vektoren. 



Zusammenf assung 




Als -adherin Derived Grcwrh Factor (CDGF) bezeichnetes Peptid, 
dessen Sequenz emer Teilsequenz ernes Pra - Fro - Cadherms ent-' 
sprichr, wobei das Priipro- Cadherin die Dor^.a--- 

Pro-Sequenz, Cadherin repeats, Transmenbrar.region und incrazel- 
lulare Domane aufweist, dadurch gekennzeichnec , dais die Seauenz 
des Peptides die Pro-Sequenz umf alst , mmdestens erne der ande- 
ren Domanen des Pra - pro - Cadherins fehlt und daE das Peptid 
^-^^^'^^^^^razi^e, zel 1 prctekt i ve und/oder zel Idi f f erenz lerende 
r,igenschaf ten aufweisc . 




